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(54) Title: DNA CODING FOR A ZINC FINGER PROTEIN, A ZINC FINGER PROTEIN AND THE USE THEREOF 
(54) Bczeichnung: ZINKPINGER-DNA, -PROTEIN UND IHRE VERWENDUNG 

(57) Abstract j 

| 

The invention concerns DNA coding for a zinc finger protein and a protein of this type. The invention further concerns ihc use of 
the DNA and the protein in diagnosis, therapy or gene therapy of tumors. The DNA coding for the zinc finger protein is an insert of' thr | 
cDNA clone COS AP4-E1. This clone comes from a cDNA library of the cervix carcinoma cell line ME 1 80. which contains ihr human ; 
papilloma virus 68 DNA. and has four zinc fingers in its exon sequences. 

(57) Zusammcnfassunp 

Die Erfindung betriffi erne for em Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein solches Protein. Femer betrifft die ErhnJung dir 
Verwendung der DNA und des Proteins in Diagnose. Therapie oder Gentherapie von Tumoren. Die Zinkfinger-Proiein kodirrrndr DN A 
ist ein Insert des cDNA Klons COS AP4-E1. Dieser Klon entstammt einer cDNA-Bibliothek der Cervixcarcinomzelhnie ME 180. die die 
Human Papillomvirus 68-DNA enthalt. und besitzt 4 Ztnkfinger in seiner Exon-Sequenzen. 
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Zlnkf inqer-DNA, -Protein und ihr e Verwenduncr 
Die Erfindung betrifft eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein 
solches Protein. Femer betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins. 



Die Umwandlung von normalen Zellen in Tumorzellen vollzieht sich in mehreren 
Teilschritten, bei denen es zu Veranderungen zellularer Gene oder zum Erwerb 
viraler Onkogene kommt. Veranderungen zellularer Gene umfassen die Aktivierung 
von Proto-Onkogenen durch Mutation, Genamplifikation, Oberexpression oder 
Chromosomen-Translokationen sowie die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 
durch Mutation oder Deletion. 



Verschiedene Gene, deren Veranderungen bei der Tumorentstehung von Bedeu- 
tung sind, konnten bislang identifiziert werden (vgl. Obersichtsartikel: Bishop, 
J.M., Cell 64 (1991), 235-248). Die Produkte solcher Gene haben verschiedene 
Funktionen. Sie wirken z.B. als Transkriptionsregulatoren, als Glieder unterschiedli- 
cher Signaltransduktionsketten, wie Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezep- 
toren oder Proteinkinasen, bzw. als Aktivatoren oder Inhibitoren der Zellteilung. 

Beispiele von Transkriptionsregulatoren sind Zinkfinger-Proteine. Diese Proteine 
besitzen charakteristische, zwei Cystein- und zwei Histidinreste enthaltende 
Strukturen, die so zueinander positioniert sind, daB sie ein Zinkatom binden. 
Zinkfinger-Proteine sind DNA-bindende Proteine. Ein Beispiel fur Zinkfinger-Proteine 
ist das Produkt des Wilms-Tumorsuppressorgen WT1, dessen Verlust bei der 
Entstehung von Wilms-Nierentumoren eine wesentliche Rolle spielt. 

Bis heute sind noch nicht alle an Tumorentstehung und -wachstum beteiligten 
Gene bzw. Genprodukte bekannt. Eine Tumordiagnose bzw. -therapie ist daher 
bisher nur begrenzt moglich. 



i <»■■■' i * 



steiien 
kann. 



nvx aem i umordiaqnose bzw mprgpie umfassonder betneben werden 
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ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 



Gegenstand der Erfindung ist somit eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA, 
die umfaSt: 

W die DNA der Nukleotide 446-1476 von Fig. 1 oder einen Tail davon, 
(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 
(O eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen Code 
verwandte DNA, 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter Oblichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit einer 
DNA von (a) hybridisiert. 

Fig. 1 zeigt das Insert des cDNA Klons COS AP4-E1 . Dieser Klon entstammt einer 
cDNA-Bibliothek der Cervixcarcinomzellinie ME 180 (vgl. Reuter, M.S. et al.. J 
Virol. 65 (I99i )( 5564-5568). Diese Zellinie enthalt die Human Papillomvirus 68- 
DNA (HPV 68-DNA, stabil integriert. Der Klon COS AP4-E1 enthalt zwischen den 
Nukieotiden 1-21 HPV 68-DNA. Ferner enthalt er zwischen den Nukleotiden 22- 
1476 zeliulare Sequenzen, wobei diese zwischen den Nukleotiden 446-1476 Exon- 
Sequenzen eines Zinkfinger-Gens sind. Die Exon-Sequenzen codieren fur 4 Zinkfin- 
ger: Zinkfinger 1 : 1 1 30- 1 1 91 . Zinkfinger 2:1214-1275, Zinkfinger 3: 1 298- 1 360 
Z.nkfinger 4:1382-1432. Der Klon COS AP4-E1 wurde bei der DSM (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen unter DSM 9450 am 30. Sep- 
tember 1994 hinterlegt. 

Vorstehendelnsert-DNA,insbesonderezwischen den Nukleotiden 446-1476, kann 
Teil einer fur ein vollstandiges Zinkfinger-Protein codierenden DNA sein! Eine 



Die Bereitstellung einer fur vorstehendes Zinkfinger-Protein codierenden DNA 
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erfolgt in ublicher Weise. Beispielhaft wird die Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere die DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476, a Is Sonde zur Hybri- 
disierung einer allgemein erhaltlichen cDNA-Bibliothek aus Leber, Gehirn, Plazenta 
Oder Muskel, vorzugsweise Leber, verwendet. Auch kann eine cDNA-Bibliothek aus 
Blutzellen Oder HeLa-Zellen verwendet werden. Die genannten Gewebe und Zellen 
enthalten ausreichend RNA-Transkripte, die mit der Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476 hybridisieren (vgl. Fig. 
2). Erhaltene Klone werden einer Sequenzierung unterzogen und ausgehend von 
der Insert-DNA von COS AP4-E1 , insbescndsre der DNA zwischen den Nukieotiden 
446-1476, wird dieein vorstehendes Zinkfinger-Protein codierende DNA bestimmt. 

Des weiteren eignet sich die Insert-DNA von COS AP4-E1, insbesondere die DNA 
zwischen den Nukleotiden 446-1476, und ganz besonders die DNA zwischen den 
Nukleotiden 1240-1476, zur Identifizierung einer genomischen fur vorstehendes 
Zinkfinger-Protein codierenden DNA. Hierzu wird die entsprechende DNA von COS 
AP4-E1, z.B. die DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476, afs Sonde zur Hybri- 
disierung einer genomischen DNA-Bibliothek verwendet. Eine solche kann aus den 
vorstehend genannten Geweben und Zellen erstellt sein. 

ErfindungsgemaB wird der Klon COS 1 APM erhalten. Seine Insert-DNA enthalt in 
einem 5,5 kb grofien Sacl-Fragment die zur verwendeten Sonde, z.B. der DNA 
zwischen den Nukleotiden 1240-1476, entsprechende DNA. In den Figuren 3 und 
4 ist diese DNA von COS 1 APM zwischen den Nukleotiden 256-492 prasentiert. 
Der Klon COS 1 APM wurde bei der DSM unter DSM 9462 am 07.10.1994 hinter- 
legt. Gegenstand der Erfindung ist somit auch eine genomische, das vorstehende 
Zinkfinger-Protein codierende DNA sowie das durch sie codierte Protein. 

ErfmdungsgemaB kann vorstehende fur das Zinkfinger-Protein codierende DNA in 

i ant tiiiws . ^pressjonsveKiOfb iu. w. , sina aies ^.d. puh- 

MEX, pUC-Denvate und pGEX-2T. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und 
Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zeilen z.B. pKCR, pEF- 
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BOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Der Fachmann kennt geeignete Zellen, 
um vorstehende, in einem Expressionsvektor voriiegende DNA zu exprimieren. 
Beispiele solcher Zellen umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1 , x7776, JM101 
und JM 109, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero, und HeLa. Der Fachmann weiB, in welcher Weise 
vorstehende DNA in einen Expressionsvektor inseriert werden muS. Ihm ist auch 
bekannt, daS vorstehende cDNA in E.coli, Hefe oder tierischen Zellen exprimiert 
werden kann, wahrend vorstehende genomische DNA nur in tierischen Zellen zu 
exprimieron ist . Dss weiterer. kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte 
bzw. transfizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das 
exprimierte Zinkfinger-Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein vorstehendes, 
rekombinant hergestelltes Zinkfinger-Protein ist somit auch Gegenstand der Erfin- 
dung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Zinkfinger- 
Protein gerichteter Antikorper. Die Herstellung eines solchen erfolgt in ublicher 
Weise. Beispiels weise wird hierzu das Zinkfinger-Protein in BALB/c-Mause sub- 
cutan injiziert. Diese Injektion wird im Abstand von jeweils 3 Wochen wiederholt. 
Etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den Antikorper enthaltende 
Serum isoliert und in ublicher Weise getestet. 

InbevorzugterAusfuhrungsformist der Antikorper ein monoklonaler Antikorper. Zu 
seiner Herstellung werden nach vorstehender vierten Injektion den Mausen Milzzel- 
len entnommen und diese in ublicher Weise mit Myelomzellen fusioniert. Die 
weitere Klonierung erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Die voriiegende Erfindung stellt eine bisher nicht gekannte Zinkfinger-DNA sowie 
ein durch sie codiertes Zinkfinger-Protein bereit. Die erfindungsgemSRe DNA eignet 

'- a >e<annte i txpressionsveKtor zu,- uentnerapie eingesetzt werden. Das 
erfmdungsgemaSe Protein eignet sich ebenfalls fur therapeutische Zwecke. Hierzu 
kann es in einer ublichen pharmazeutischen Zusammenset2ung verabreicht werden. 
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Des weiteren steUt die vorliegende Erfindung gegen das vorstehende Protein 
gerichtete Antikorper bereit. Diese eignen sich bestens zu diagnostischen Zwek- 

ton 



Somit liefert die vorliegende Erfindung neue Mittel zur Diagnose und Therapie von 
mil der erfindungsgemafien DNA und dem durch sie codierten Protein zusammen- 
hSngenden Erkrankungen, insbesondere von Tumorerkrankungen. 



KlIT7P Rp.^rhr*»irSi inri riar 7a;*»u»*. 

— W-..JJ WWI It I Ul 1^. 



Fig. 1 zeigt die Insert-cDNA des Klons COS AP4-E1, 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung von PolyA*RNA aus verschiedenen Zellen mit 

der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 von COS AP4-E1, 
Fig. 3 zeigt eine Teilsequenz der genomischen Insert-DNA des Klons COS 1 

APM, und 

Fig. 4 zeigt den Vergleich der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 

von Klon COS AP4-E1 und der DNA zwischen den Nukleotiden 256- 
492 von Klon COS 1 APM. 

Die Erfindung wird durch das folgende Beispiel erlautert. 

Beispiel: Herstellung einer erfindungsgemi&en Zinkfinger-DNA 

Eine aus HeLa-Zellen erstellte A cDNA-Bibliothek wird einem ublichen Hybridis- 
ierungsverfahren unterzogen. Hierzu werden die durch Infektion der Bakterien 
erhaltenen Phagenplaques mit dem 32 p-markierten DNA-lnsert des Klons COS AP4- 
E1, insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 (vgl. Fig. 1) 
inkubiert. Es wird eine Hybridisierung mit einzelnen Phagenplaques erhalten Aus 

• ' ' * ... . 

■ - u a II t j )!•< r wn 

..iz-.-.L. . „„,.•, oe.. •„ einem ,j.ox>igen ngarosegei eieKtropnoretiscn autgetrennt. 
Das Agarosegel wird einem ublichen Blotting-Verfahren unterzogen, wodurch die 
DNA aus dem Agarosegel auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen wird. Di 



tese 
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wird in ein Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die entsprechende DNA 
des DNA-lnserts von Klon COS AP4-E1 als 32 p-markierte Probe verwendet wird. Es 
wird eine Hybridisierung mit einzelnen DNA-Fragmenten erhaften. Diese werden 
isoliert und in einem mit EcoRI gespaltenen, dephosphorylierten Plasmid-Vektor, 
z.B. pBluescript, kloniert. Einzelne Klone werden analysiert, und durch Restriktions- 
spaltungen sowie Sequenzierung wird ein eine erfindungsgema&e Zinkfinger-DNA 
enthaltender Klon identifiziert. 
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Patentanspruche 

1 . DNA, codierend fur ein Zinkfinger-Protein, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA der Nukleotide 446 - 1 476 von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

2. DNA nach Anspruch 1 , namlich die DNA der Nukleotide 256 - 492 von Fig. 
3. 

3. Protein, codiert durch die DNA nach Anspruch 1 oder 2. 



4. 



Expressionsplasmid, umfassend eine fur das Protein nach Anspruch 3 codie- 
rende DNA. 



5. Transformante, enthaltend den Expressionsplasmid nach Anspruch 4. 

6. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 3, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 



7. 



Verwendung der DNA nach Anspruch - oder 2 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 



8. 



Verwendung des Proteins nach Anspruch 3 als Reagens zur Therapie. 
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^g. 1 CDMA-insert des Klons COS AP4-E1 



30 50 



60 



12 



18 



240 



300 



cgt g cracc gga c ga c a ca Ctg cacl a l g :; c "^^;;;;;;;™;;^;;;~;;^ 
gg c gagg ca gg acc g ac gga cctc^;;;~;-;~;;:--~;;^ 

2« 1 !!!!!5!!!!!!!!!!f!!^^ a ^ Jga=ttt gt ccacctaa Gg c"? gg ct g c t a t c 

t=9gtc ggtcgggatgcag :;;;;~^ 
ttgcGtcgg^cc^cgacctc;;",;^^,;^;";;-;:;;;--^;;^-;-;-* 

430 <50 
421 !!!!!!!5!!!!I!!!!! 9 : 99a " a ^-c aagg a gga cgat ga c g ac g a°c g aa g a tg at 

ggacccccc Ctg ccccccct;;;;;; a "; t ";;; c -~;;;^;;;~^ 

MTRRTMTTTKMM 
<9 ° 510 5-0 



120 



180 



420 



480 



gaG^ct"Lt ga cc aag a aa ac, tG L 7 ° g accccca g5aca ,ca g " Q 0 :: cacc aaag: : 
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Fig. 1 (Fortsetzung I) 
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541 + + + + + + 600 

ctCCTgaaaCgactggtXcttttgaaCggactgggggtcctgtagtcgacggtggtttcq 
RTLLTKKTCLTPRTSAATKA 

610 €30 650 

ccttccaagacagaccatctcacagagaaggcctattcagacacccccagGgacttccct 
601 + + + + + + 66Q 

ggaaggt-tctgtctggtagagtgtctcttccggataagtctgtgggggtcCctgaaggga 
LPRQTI SQRRPIQTPpGTSL 

670 690 710 

qactcttccaggctggcaotcctoaccatctoaaaatoatccaooacttctccar.roaat 

eel + — — + — __ : __ + 720 

ctgagaaggtccgaccgtcaggaccggtagacccccactaggccctgaagaggtagctta 
TLPGWQSWPSGGDPGLLHRI 

730 750 770 

ctctgctaagggagaacctgtaccccaaggccaacatccccgacagagaccctccttgtc 
721 + + + + + „- + 780 

gagacgattccctcttggacatggggttccggttgtaggggctgtctctgggaggaacaq 
SAKGEPVPQGOHPRQRPSLS 

790 810 630 

tccat.t.Cgccccggact:tct:ttccacacctctggccaggggacttcgGtgcctttgccca 
781 + + + + + + 

aggtaaGcggggcctgaagaaaggtgtggagaccggtcccctgaagcCacggaaacgggt 
PFAPDFFPHLWPGDFGAFAQ 

850 870 890 

gctgcctGAgCagcCcatggacagtigggccactggatctggtcatcaagaatcqqaaaat 

841 + + + - ^ 

+ + + + + 900 

cgacggaCTcGtcgGgtacctgtcacccggtgacctagaccagtagttcttagccttcta 
LPEQPMDS GPLDLVIKNRKI 

910 930 950 

caAggaggaggagaaggaggagctgcccccacccccaccgccacccttccctaataactt. 
901 + + + + + 360 

gtTcctcctcctcttcctcctcgacgggggtgggggtggcggtgggaagggatractgaa 
KEEEKEELPPPPPPPFPNDF 

970 990 1010 

cttcaaggacatgttccctgacctgccgggggggcctctgggaCccatcaaggcggagaa 
961 + + + + + + :020 

gaagttcctgtacaagggactggacggcccccccggagaccctGggtagttccgcctctt 

FKDMFPPT. PGT, PTCPTir^FN 



■■:aactacQ^tcccr.3tc:.cda:::rctaoriacCA"c':ar(:t Gq3^aq^c r .ct:t.cccacr: 

102: + * + . + i080 

gctgatgcCacggatagagrtgaaggactcacgGTGggtggaCcctccggagaagggtgg 
DYGAYLNFLSATHLGGLFPP 
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Fig. 1 (Fortsetzung II) 



1090 1110 U30 

ctggcccctggtagaagaGCgcaagctgaagcccaaggccrctcagcagtgccccat.ctg 
+ + + + + + 114£) 

gaccggggaccatcttctCGcgttcgacttcgggtrccggagagtcgrcacggggtagac 
WPLVE'ERKLKPKAS QQCPI C 



1150 1170 H90 

ccacaaagtcatcatGggggccgAgaaCGtgccgcAgcacatgaggaCccataccgggga 
+ + + + + ^ 

ggtgtttcagtagtaCccccggcTcttGCacggcgTcgtgtactcctGggtatggcccct 
HKVIMGAENVPQHMRTHTGE 



1210 1230 1250 

gaagccatacatgtgcaccatctgcgaggtccgcttcaccaggcaggacaagctgaaaar 



cttcggtatgtacacgtggtagacgctccaggcgaagtggnccgtcctgttcgactttta 
KPYMCTICEVRFTRQDKLKI 



1270 1290 1310 

ccacatgcggaagcacacaggggagcggccctacctgtgcatccactgcaacqcCaaatt 
1261 + + + + + !_ + 1320 

ggtgtacgccttcgtgtgtcccctcgccgggatggacacgtaggtgacgttgcgGttcaa 
HMRKHTGERPYLCI HCNAKF 



1330 1350 1370 

cgtgcacaactacgacctcaagaaccacargcgcatccacacgggcgtgcggccctacca 
+ + + + + + 

gcacgtgtrgargcrggagttcttggtgtacgcgtaggtgtgcccgcacgccgggatggt 
VHNYDLKNHMRIHTGVRPYo 



1390 1410 1430 

grgcgagrrctgctacaagagcttcacgcgctctgaccacctgcaccgccacatcaa 



cacgctcaagacgatgttctcgaagtgcgcgagactggtggacgtggcggtgtagttcgc 
CEFCYKSFTRSDHLHRHIKR 



1450 1470 

ccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggccgc 
144 1 + + + 1476 

ggtctcgacggcgtaccgtgcggggctgcgccggcg 
OS CRMARPDAA 
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l 7 ig.2Hyhridisierung vo n polyA+KNft aus verschiedenen 
Zellen nut der DNA zwischen den NukJcotider. 
1240-J476 von COS AP4-E1 
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tbL- tUm ° r ^ HeLa * Fibtt*lasten-Hyhrjd7e:]inie 

!5£' S? 8 P°^ tlve Zervixkarr.inon^ellinie ' 
5 n m "^-n^tiw Zervixkarzinonzellinje 
HaCaT: spontan transformierte Vorhsm -ko>~.«-, „~ 

SW756: HPWB-pcitive ^xLS^S;S nMyte ' , - Zellinie - "^"^i 
CaSki : HPV16-positive Zervixkarzinomzel 1 inie 
m^n ^f, t: hUmane ^ itheliale L^genfibroplastcn 

;a< und 2a5. mcht tumorigene BL60 x 277 Hybridzeliinie 
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Fig. 3 Teilsequenz der gencmischen Insert-DNA des Klons COS 1 APM 

10 30 50 

GAGCTCGGGTATAAAAGGAGTTTGGGGGAGTGGGGCTTTCAGGACACTGCTTTTTCCGCA 



1 + +, 



■+ 60 



CTCGAGCCCATATTTTCCTCAAACCCCCTCACCCCGAAAGTCCTGTGACGAAAAAGGCGT 

70 90 no 

TCCCTTTAATCCAGGTGAGTAACCATACCTGTCTAAGGTGGGGCAGCAGTTGAGGGTAGA 
1 + + + + ^ + i20 

AGGGAAATTAGGTCCACTCATTGGTATGGACAGATTCCACCCCGTCGTCAACTCCCATCT 



130 iso 



170 



^in^fiivjnvjAULinA j. ilhw^i j. ± oACTCCA i GGC Al»xA(JGGAGCCTCGGCTGGTT 

L + + + + + + 180 

AGATCGTACTCTGGATAAAGACCCCAAACTGAGGTACCGTCATCCCTCGGAGCCGACCAA 

190 210 230 

CTGGAGAAAGGGGGAGCAAAAGGTTAGGAATGGCTCCTGGTGTTCCCTGCGGACTGACCC 
+ + + + + + 

GACCTCTrTCCCCCTCGTTTTCCAATCCTTACCGAGGACCACAAGGGACGCCTGACTGGG 

250 270 290 

CCAGTCTCTGCATTGCAGGCAGGACAAGCTGAAAATCCACATGCGGAAGCACACAGGGGA 
+ + + + ^ ^ 

GGTCAGAGACGTAACGTCCGTCCTGTTCGACTTTTAGGTGTACGCCTTCGTGTGTCCCCT 

310 330 350 

GCGGCCCTACCTGTGCATCCACTGCAACGCCAAGTTCGTGCACAACTACGACCTCAAGAA 
+ + 4 + + + 

CGCCGGG AT GGACACGTAGGTGACGTTGCGGTTCAAGCACGTGTTGATGCTGGAGTTCTT 

370 3 go 410 

CCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAGTTCTGCTACAAGAGCTT 
+ + + + + ^ 

GGTGTACGCGTAGGTGTGCCCGCACGCCGGGATGGTCACGCTCAAGACGATGTTCTCGAA 

430 450 4 7 0 

CACGCGCTCTGACCACCTGCACCGCCACATCAAGCGCCAGAGCTGCCGCATGGCACGCCC 

+ + + + + + 480 

GTGCGCGAGACTGGTGGACGTGGCGGTGTAGTTCGCGGTCTCGACGGCGTACCGTGCGGG 
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Fl9 ' 4 ?!fn*fi™ dSr °^ Zwlschen den Nukleotiden 
1240-1476 von Klon COS AP4-E1 und der DNA 

ST NukIeotiden 256 "492 von Klon 



256 it? in i m it T 77 Tt^TTT 7 fTTfT^ c ^^^^^^ a ^ ^^^^ <^ ^ 

306 f^J^^ 

1290 "^cctgrgcatccactgcaacgccligi^gigiiiii^ii^iii 1339 

M I U | I I |f | N N| | f^f^^^^^^ACCACTGCGAGTT 405 
1340 aagaaccacatgcgcatccacacgggcgigiggiiiliiiigigcgigit 1369 

1390 "g^acaagagcttcacgcgctctgaiiliiigiiiigiiiii^i^ 1439 
1440 gccagagctgccgcatggcacgcciigiigiggiigi 1476 
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WEITERE AN CAB EN PCT/ISA/ 210 



Benerkung: Obwohl die Anspriiche 7,8 slch auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menscnlichen/tlerischen Korpers (Dlagnost1z1erverfahren, das am menschHchen/ 
dim 3 ,r per vor 9enonunen wird), bezlehen (PCT Artikel I7.2.a)1) und 
Kegel J3.Z. 1v) wurde die Recherche durchgefuhrt und griindete slch auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verblndung/Zusaiwiiensetzung 
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Fdd I Bcnerkunf ea n de& Anapnicfcea, die sicfa *ii nicfct rcchcrchi£rb*r erwteaea kmben (Fortsetzimg voa Puakt 1 auf BiUt I ) 



Gemafl Arukri 17(2}$) wurdr ius foigtnden Grttnden fur berumrotr Anspruche kctn Rechcrchcnbcrichi cradle 

I. [T| Ampmchf Nr. 7,8 

wal Sic ach auf Gegensunde bczrehcn, zu ckren Recherche die Bchordc rudit vrrpfichtn at. namiieh 

$1che An 1 age 



2. Anspruche Nr. 

well ne ncft auTTeile der tntcmauonatcn AnmeJdung beaeheo, die den vorgeschnebenen Anforderungen so wenig enuprechen. 
dxfl «ne stnnvoite mtcrnauonak Recherche nicht durchrefuhrt werden kann. nambch 



3. j | Anspruche Nr. 

wni cs nch daba um abhangige Anspruche handeiL, die fuchi rntsprechrnd Satt 2 undJ der Reg tJ 6.4 a) abgefaOt and. 



FeM II Beraerkirogen bet mmnf cinder Einhettiichkcrt der Erfmdung (Fortsetzunc von Punkt Z mT Blatt 1 ) 



Die mirrrtauonaJc Recherchcnbeharde hai fesigesieflX cUfl diese inicrnauonak Anmetdung inei iru i Erftndungcn enihaJL 



der Anmeider iJle erf order lichen zusatzlichcn Rechcrchenfebuhren rechtzaug minchtet hat, entreekt ndi dieser 
iniernauonaie Recherchenoenchl auf aJlc rvcherchtcrbarcn Anspruche der iniernauonaicn Anmcidung. 

I I D * fur recherchierbvcn Anspruche die Recherche ohne emen Arbeiuaufwand durchrefuhrt werden konnte, der eine 

zusaizhche Recftercrtengebuhr gereehtferugt hxue, hai die IniernauonaJc Recherchenbehorde mcht zur Zahlung einer solchen 
Gcbuhr aufgeforden. 

^ I 1 D » der AnmeWer nur nmge der erfbrderlichen nitifr lichen RecherehengebUhren rechuemg eninchtet hau emreckt sich dreser 
intemauanaie Recherchenbencht nur auf die Anspruche der iniernauonalen Anmetdung. fur die Gebuhren entrichtei warden 
smi nambch auf die Anspruche Nr. 
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chcnbcrichi betchranict (ich dahcr auf die in den Anspruchen zuerst erwahnie Erfmdung. diesc tst in folgenden Arapruchen ef • 



faflt 



Wiicrspructe | j Drt rusattiichen Gebuhren wurden w>m AnmeidtT unter Widerspruch gexahtL 

j | Die Lahlvinf zusatziicher Gebuhren crfolglr ohne Widerspruch. 
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